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緒　言
　薬物送達システム（DDS）は、既知の薬物に対して物理的あ
るいは化学的な修飾を加えることにより、その生体内動態を積
極的に変化させ、治療上の有用性（効果の持続や副作用の軽
減）を向上させようとするもので、薬学研究者のみならず、医
学や高分子化学などの多くの研究者の関心を集めている1）。
DDSに関する従来の研究開発では、実用化されているDDS製
剤も含めて、放出制御型製剤、すなわちシステムからの薬物の
放出速度を一定に保つことによって、一定の血中濃度を維持し
ようとする試みが多く行なわれてきた。しかし、最近の研究で
は、ターゲティング療法や外部刺激に応答して薬物を放出する
システムなど、次世代のDDSを指向したものが報告されるよ
うになってきた23）。また、その投与部位も多様化し、特に皮
膚を介して薬物を全身的に送達させるDDSは、経皮吸収治療
システム（Transdermal　therapeutic　system）と呼ばれ、経口や注
射など他の投与法と比較して多くの利点が認められている。経
皮吸収治療システムの特徴を要約すると、①経口投与の困難な
患者にも適用し得る、②注射などに比べ患者の苦痛、負担が少
ない、③経口投与に比べ吸収に影響する因子が少なく、血中薬
物濃度を制御し易い、④肝臓での初回通過効果を回避し得る、
⑤長時間連続投与が可能である、⑥吸収速度を製剤側で調節し
易い、⑦血中薬物濃度を長時間必要レベルに維持し易い、⑧必
要に応じて薬物治療を中断し得る、などが挙げられる4）。しか
し、皮膚は本来、外界からの異物の侵入や、体内からの水分の
蒸発を防ぐバリアーとしての機能を有し5）、生体粘膜に比べる
と物質の透過性が低いため、経皮吸収性の低い薬物の製剤化に
は、その皮膚透過性の改善が重要となる642）。
　近年、単環モノテルペン類の経皮吸収促進作用について多く
の研究が行われ、4一リモネンをはじめとする炭化水素系テルペ
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ンがケトプロフェンなどの脂溶性薬物の経皮吸収に対して、強
い促進活性を示すことが見い出されている13≡18）。また4一リモ
ネンなどのテルペン類は、エタノールの共存により皮膚角質層
の細胞間隙脂質の構造を流動化させ、薬物透過速度を促進する
と考えられ、実際にジパルミトイルボスファチジルコリンを膜
成分とするリボソームのゲルー液晶転移温度を有意に低下さ
せる作用を持つことが確認されている19・2°）。この脂質二重層
（リン脂質）は、温度の上昇とともに”固い”ゲル相から”柔
らかい”液晶相へと相転移することが知られており、テルペン
類による脂質膜の流動化作用が、薬物の皮膚透過に対して有効
に作用していると推測される2°’24）。しかしながら、薬物の経皮
吸収において一種類の吸収促進剤で事実上十分な活性を得る
ことは難しい。そこで著者は吸収促進剤と外部からの温熱の併
用による吸収促進作用の改善を試みた。一般に皮膚透過におい
て強力な活性を得ようとすると、吸収促進剤を高濃度に配合し
なければならず、皮膚への刺激性が心配される。温熱適用等の
物理的手段との併用は、促進剤の濃度を制限することにより副
作用を最小限に抑えることができるという点からも望ましい
と考えられる。
　経皮吸収における温度の影響を詳細に調べた報告は少ない。
Fritsch　25・26）および有田等27）は、温度や湿度の増大により、薬
物の経皮吸収が促進されることを報告している。また、Blank
等28）は直鎖状アルコールの皮膚透過係数を5～50℃の温度範
囲で測定し、そのアレニウスプロットから皮膚透過に対する温
度の寄与を考察している。佐々木等29・3°）は、サリチル酸メチル
およびフルルビプロフェン含有パップ剤について、薬理試験、
血中濃度、尿中排泄量、皮膚貯留量および抗炎症効果を測定し、
皮膚表面温度との関係について検討している。温度の上昇によ
り薬物の皮膚透過性が増大することは良く知られており、これ
は皮膚内への薬物の分配および皮膚中拡散速度が温度ととも
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に上昇することに起因している。また仇vWoにおいては温度
の上昇に伴って表皮層中の毛細血管への薬物の移行性が増大
することも考えられる9）。人における皮膚温度は、通常32℃
付近であるが、外部から温熱を適用することによって、皮膚表
面の温度は容易に制御することができる3”。
　本研究では、経皮吸収促進剤と温熱の適用における併用効果
の機構について検討するとともに、製剤化を指向した皮膚刺激
性および促進剤と温熱の最適条件の探索を行なった。
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第1章　ケトプロフェンの皮膚透過におけ
　　　　　　る∂一リモネンと温熱の併用効果
第1節　序論
　薬物の皮膚透過性を向上させる手段として、吸収促進剤の開
発、イオントフォレシスやソノフォレシスの利用、さらに最近
ではプロドラッグの研究も試みられている。この中で、最も簡
便かつ容易に皮膚障壁能を低下させ、製剤への応用が期待でき
るものは吸収促進剤を利用する方法である。これまでにAzone
およびその誘導体32≡35）、高級不飽和脂肪酸36’4°）などが吸収促
進剤として報告されている。しかし、全身作用を目的とした薬
物送達の場合、いずれも促進作用は不十分であり、また安全性
の面でも多くの問題が残されいるのが現状である。
　近年、インドメタシン、ケトプロフェンおよびジクロフェナ
クなどの抗炎症作用を有する薬物の皮膚透過性が、炭化水素系
モノテルペン類を用いることにより著しく改善されることが
見い出されている13・15’18）。これらテルペン類の中で、比較的
強い促進活性を示すのは4一リモネンであり、これはオレンジや
レモン等柑橘類の果皮に多量に含まれる精油の主成分で、生体
に対する安全性の高いことが予想される。本章では、この4一
リモネンを吸収促進剤として用い、適用時の温度を変化させる
ことによる促進効果の検討を行なった4り。
第2節　実験の部
2－1　試薬
　実験に用いた4一リモネンは、東京化成工業株式会社製の試薬
特級品を購入して使用した。ケトプロフェンはシグマ社製の特
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級品を購入して使用した。カルボキシビニルポリマ
ー”HIVISWAKO　lO5”⑧、コレステロールCII一テストワコー⑧、
およびリン脂質B一テストワコー⑧は和光純薬株式会社より購
入して用いた。その他の試薬はすべて特級品を用いた。
2－2　仇v⑪o吸収実験
　仇vjvo吸収実験に用いたケトプロフェンゲル軟膏の処方を
Table　1に示した。ゲル軟膏は以下の手順で調製した。まず、
カルボキシビニルポリマーとトリエタノールアミンを精製水
に溶解した。これとは別に、4一リモネンとケトプロフェンをエ
タノールに溶解した。これらの溶液を徐々に合わせ均一なゲル
が形成されるまで撹枠した。調製したゲル軟膏は密封容器に入
れ、室温で24時間以上静置したのち実験に供した。
　Fig．　laに仇vjvo吸収実験に供したガラス製経皮吸収セルの
概略を示した。ガラスセルは、内径16mm、高さ30　mm、（有
効面積；2．Ocm2）のものを用いた。一定温度の水をガラスセ
ルに循環させることにより、吸収実験を通じて皮膚表面温度を
一定に維持できるようにした。仇v↓vo実験法は、体重180～
200gのwistar系雄性ラット（埼玉実験動物供給所）を25％ウ
レタン生理食塩液で麻酔し（4mllkg　i．p．）、Fig．　lbに示すよう
に背位固定した。腹部を電気バリカンで丁寧に除毛した後、そ
の部分にシアノアクリル酸系接着剤（外科用接着剤アロンアル
ファーA［三共］⑧）でガラスセルを固定し、ゲル軟膏1．5gを
適用した。軟膏中成分の揮発を防ぐため、ガラスセルをパラフ
ィルムで覆った。ゲル軟膏投与後、血液凝固阻止剤（日本薬局
方、ヘパリンナトリウム注射液）で処理した注射筒を用い、1、
2、3、4、6および8時間後に頸部静脈より、血液サンプル（400
μ1）を採取した。4種類のゲル軟膏について、24～40℃まで2℃
間隔で実験を行なった。ラットより採取した血液400μ1を遠心
分離後（アボットラボラトリー社製　遠心分離機　LN－9527
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　　　　　　　　　　　　　Table　l
Formulae　of　ketoprofen　gel　ointments
containing　4－1imonene
Ketoprofen　　　　　　　　　　　　2．Og
Carboxyvinyl　polymer　　　　　2．Og
Triethanolamine　　　　　　　　2．5g
Ethanol　　　　　　　　　　　　　　　　30．Og
∂－Limonene　　　　　　　　　O．5－1．5g
Water　　　　　　　ad　　100．Og
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a）
Hydroge1
er　bath
→
b）
Fig．1　　Schematic　diagrams　of　iηvjvo　absorption
cell．　　a）ゴηvゴvo　absorption　cel1，　and　b）　absorption
cell　attached　on　the　abdominal　skin　of　rat．
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型）、血漿200μ1を採取した。これに内部標準物質としてn－
butyl－parabene（p－hydroxybenzoic　acid　n－butyl　ester）のメタノー
ル溶液（3μg！ml）500μ1を加えて十分に撹枠後、再び遠心分離
した。上澄み液を非水系液体クロマトグラフィー用フィルター
ユニット（ゲルマンサイエンス　ジャパン株式会社製エキクロ
ディスク3CR⑧）でろ過し、ろ液中のケトプロフェン濃度を高
速液体クロマトグラフィー（HPLC）により定量した。　HPLC
によるケトプロフェンの定量条件は以下の通りである。
液体クロマトグラフィー：LC－3A（島津製作所）
検出器　　　　　　　　：SPD－6A（島津製作所）
クロマトパック　　　　：C－RIB（島津製作所）
カラム　　　　　　　　　　　：YMC　PACKED　COLUMN　A－302　S－5
　　　　　　　　　　　　120A　ODS
カラム温度　　　　　　　：室温
移動相　　　　　　　　　：0．057％リン酸水溶液：メタノール
　　　　　　　　　　　　（35：65）
流速　　　　　　　　：1．Oml／min
測定波長　　　　　　　　：254nm
検出感度　　　　　　　：0．02～0．08A．U．F．S．
試料注入量　　　　　　　：20μ1
2－3　仇viτro透過実験
wistar系雄性ラット（体重180～200　g）の腹部を丁寧に除毛し
た後、皮膚を摘出し、Fig．2に示すウォータージャケット型2
一 チャンバー拡散セル（有効拡散面積；0．785cm2）に装着した。
前処理として、ドナー側に4一リモネンを含有する30％エタノ
ール水溶液を、またレシーバー側にはpH7．0のリン酸緩衝液を
それぞれ3mlずつ入れ、2時間撹件を行なった。その後、セル
内をリン酸緩衝液で数回洗浄し、ドナーセルに30％エタノー
一 8一
　　　　　Sloρpα　　　　　　　　　　　　　　　　　Filling＆
、　’　　　　　　　　　　　　　　Sampling　Pon
聯‘
DONOR（し6f◎HAしF℃εしL　　　　　　RεCεP「π）R（Rlght）HAしF℃EしL
Fig．2　　Schematic　diagram　of　fηvj〃o　diffusion　cell
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ル水溶液で調製したケトプロフェン懸濁液を、レシーバーセル
にリン酸緩衝液をそれぞれ3mlずつ入れ、透過実験を行なっ
た。両セルをマグネチックスターラーで撹絆し、シンク条件を
保ちながら、1時間毎にレシーバー側から20山を採取し、直
ちに同量のリン酸緩衝液を補充した。透過実験は8時間まで行
ない、4一リモネンを0％、もしくは1．5％含有するエタノール
水溶液につき、それぞれ20～40℃まで5℃間隔で実験を行なっ
た。レシーバーセルより採取した溶液20μ1に、内標準物質と
してn－butyl－parabeneのメタノール溶液（5μg／ml）200叫を加
えて十分に撹枠後、上澄み液を非水系液体クロマトグラフィー
用フィルターユニットでろ過し、ろ液中のケトプロフェン濃度
をHPLCにより定量した。定量条件は仇v’vo吸収実験と同条
件で行なった。
2－4　溶解度測定法
仇両ぴo透過実験に用いたドナー液と同条件に調製したケト
プロフェン懸濁液を、恒温槽中で24時間マグネチックスター
ラーで撹拝した後、静置し、上澄みをろ過した。ろ液を希釈し
たのちその吸光度（波長254nm　吸光度計；日本分光工業株
式会社Ubest－30）を測定し、」〃γ↓〃o透過実験におけるドナ
ー液中のケトプロフェンの溶解度を求めた。10℃間隔で20～
50℃までの溶解度を求めた。
2－5　透過実験における皮膚表面の変化
　透過実験に伴う皮膚表面の変化を構造観察するために、仇
丙〃o透過実験の前処理後の皮膚を、走査電子顕微鏡（SEM；
日本電子JSM－T200型走査電子顕微鏡）を用いて観察した。な
おコントロールとして、ヘアレスラットの未処理皮膚を用いた。
前処理した皮膚を30％エタノール水溶液で洗浄し、2％グルタ
ルアルデヒド溶液に2時間浸してタンパク組織を固定した。次
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に7．5％ショ糖溶液に2時間浸した後、1％オスミウム酸溶液に
2時間浸し、脂肪組織の固定を行なった。その後、60～90％ア
セトンにそれぞれ5分ずつ浸し、最後に100％アセトンに一晩
浸し、脱水した。次に臨界点乾燥（日立製作所HPC－2）を行
ない、乾燥後、金蒸着（日本電子FINE　COAT；IONSPUTTER
JFC－llOO）し、　SEMで観察した。
2－6　透過実験に伴う皮膚内脂質成分の遊離
　仇vjτro皮膚透過実験の前処理と同様に操作を行なった後、
ドナー側より20叫採取し、遊離したコレステロール、セラミ
ドおよびリン脂質の濃度を求めた。コレステロールの定量には、
コレステロールCII一テストワコー⑧を用いた。試料に発色試
薬を作用させると、試料中のコレステロールエステル類は、コ
レステロールエステラーゼの作用により遊離のコレステロー
ルと脂肪酸に分解される。生成したコレステロールは、既存の
遊離型コレステロールと共にコレステロールオキシダーゼの
作用を受けて酸化され、同時に過酸化水素を生じる。生成した
過酸化水素は、ペルオキシダーゼ（POD）の作用により、p一
クロロフェノールと4一アミノアンチピリンとを定量的に酸
化縮合させ赤色の色素を生成させる。この赤色の吸光度を測定
することにより試料中の総コレステロール濃度を求めた。セラ
ミドの定量には、LauterおよびTramsの方法42）を用いた。リン
脂質の定量には、リン脂質B一テストワコー⑧を用いた。試料
中のリン脂質は、ボスホリパーゼDの作用により加水分解され
コリンを遊離する。生成したコリンは、コリンオキシダーゼの
作用を受けてベタインに酸化され、同時に過酸化水素を生じる。
生成した過酸化水素は、PODの作用によりフェノールと4一ア
ミノアンチピリンとを定量的に酸化縮合させ、赤色の色素を生
成させる。この赤色の吸光度を測定することにより試料中のリ
ン脂質濃度を求めた。
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第3節　仇v加oにおける4一リモネンと温熱の併用効果
　4一リモネンを含まないゲル軟膏適用時は、血中薬物濃度が
HPLCでの検出限界に近く、28℃から40℃においてほとんど差
が認められなかった（8時間値で約0．8μglml）。したがって、
4一リモネン無添加におけるケトプロフェンの経皮吸収に対す
る温度の影響を明確にすることはできなかった。Fig．3に4一
リモネンを種々の濃度に含有するゲル軟膏をラットに適用し
た時の、血中ケトプロフェン濃度と温度との関係を示した。4一
リモネン濃度の増加、もしくは温度の上昇に伴い血中薬物濃度
は上昇したが、その挙動は比例的ではなく、ある温度を境界と
して急激に増大することがわかった。すなわち、4一リモネン
0．5％適用時には36～38℃に、4一リモネンLO～1．5％適用時に
は32～36℃に境界が認められ、血中薬物量の上昇し始める温
度は、4一リモネンの濃度増加により低下する傾向を示した。
4一リモネンと温熱の併用効果を定量的に調べるために、ケトプ
ロフェンの経皮吸収動態を薬動学的モデルに基づいて解析し
た。経皮吸収の薬動学的検討は多く行なわれているが43・44）、こ
こではケトプロフェンの静注後の体内動態が2一コンパート
メントモデルによって解析できること、ならびに皮膚の薬物透
過速度が一定のラグタイムののちに定常状態になると仮定し
て誘導されるコンパートメントモデルを用いて、経皮吸収動態
の解析を行なった45）。Fig．4にそのモデルを模式的に示した。
ここで、Vは基剤、　Sは皮膚、　Bは血液、　Tは組織、また克は
各コンパートメントモデル間の薬物移動速度定数を表す。コン
パートメントSからBへの移行過程は0次速度式、また他のコ
ンパートメント間の移行過程は1次速度式により記述できる
と仮定して連立微分方程式を解き、さらにラグタイムを考慮す
ると、このモデルに従って経皮吸収される薬物の血中濃度は以
下の式により表される。
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Fig．3　　Combined　effect　of　44imonene　and　temperature
on　the　percutaneous　absorption　of　ketoprofen　in　rats．
Each　point　is　the　mean　of　4－6　determinations．　（▼）24°C，
（口）26°C，（▲）28°C，（0）30°C，（◆）32°C，（▽）34°C，（■）
36°C，（△）38°C，（●）40°C．
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Fig．　4　　　　Schematic　representation　of
percutaneous　absorption
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　ここで、Cは薬物の血中濃度、　Rpは透過速度、　V1は血液コ
ンパートメントの分布容積、ゐ10は血液コンパートメントから
の消失速度定数、αおよびβはハイブリッド形パラメータ、τ
は時間、また∫Lはラグタイムをそれぞれ意味する。　（1）式に
基づいて曲線あてはめ法により透過速度（Rp）を算出し、仇
v加oでの吸収性の指標とした。Rpの推定には山岡等のプログ
ラムMULTI46）を用い、静注から得られるパラメータには文献
値45）を用いた。Fig．5に4一リモネン濃度o．5％、36℃における
血中薬物量を先のコンパートメントモデルに当てはめた時の
結果を示した。実測値と理論曲線はよく一致し、このモデルに
従って得られる透過速度を経皮吸収の指標として用いること
は、有効であると考えられる。
　Fig．6に透過速度に対する温度の影響を示した。4一リモネン
濃度0．5％では34℃、1．0％では32℃、1．5％では30℃付近から
透過速度が急激に上昇し始め、ある温度で上昇は緩やかとなる
シグモイド型の関係が認められた。透過速度が上昇し始める温
度は、各処方において血中薬物濃度が急激に上昇し始める温度
とほぼ一致した。
　以上より、4一リモネンの経皮吸収促進作用は外部から温熱を
適用することによって飛躍的に増大し、両者間に相乗作用のあ
ることが確認された。相乗効果の機構を明らかにするために、
次節ではラット摘出皮膚を透過膜とする」ηパ’ro拡散セルに
よる実験を行なった。
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第4節　仇vi’roにおける∂一リモネンと温熱の併用効果
　仇vjτro透過実験の評価には、通常、定常状態における透過
のフラックス（J）や透過係数（P）が用いられる。」は累積透
過量一時間曲線における定常状態の傾きより求められるが、温
度の上昇によってドナー側での薬物溶解度（Cs）が増大するた
め、異なる温度での透過性を比較するための指標とはならない。
PはJをCsで除した値であり、溶解度の差が基準化された透
過性の指標である。したがって本研究では、異なる温度間で吸
収促進活性を評価するための指標としてPを用いた。Fig．7に
’ηvj〃0皮膚透過実験での、4一リモネン濃度0％および1，5％の
処方における種々の温度条件で測定された累積透過量を示し
た。4一リモネンを含まない系においては、温度上昇により透過
量が増加する傾向は見られたが、」ηvjvo吸収実験と同様に20
～35℃の範囲ではあまり差がなく、40℃で初めて透過量の増大
が確認された。これに対し、4一リモネン1．5％の添加では、同
一温度において2～30倍の累積透過量が得られ、また温度の上
昇とともに透過量が顕著に増大し、ラグタイムの減少も認めら
れた。さらに、30～35℃において透過量の著しい増大が観察さ
れ、」ηvjvo吸収実験と同様に透過性の増大が温度の上昇に対
して比例的ではないことが確認された。定常状態より求めたP
値も温度の上昇とともに増大しており、4一リモネンと温熱の併
用による皮膚透過の促進が確認された。
　Fig．8は、　P値のアレニウスプロットを示したものである。
図の傾きより透過の活性化エネルギーは次式に従って算出す
ることができる。
1ηP＝1ηA一二E＿一一一一一一一一一一一一…一一一一…一一一一一一一（2）
　　　　　RT
ここでAは頻度因子、Eは活性化エネルギー、　Rは気体定数、
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Fig．7　　Combined　effect　of　4－limonene　and　temperature
on　the　percutaneous　absorption　of　ketoprofen　through　rat
skin．　Each　point　is　the　mean　of　3　determinations．　（a）
Without　4－limonene，（b）1．5％4－limonene．　（▲）20°C，
（O）25°C，（■）30°C，（△）35°C，（●）40°C．
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Fig．8　　　Arrhenius　plots　of　steady　state
permeability　coefficients（P）of　ketoprofen．
Each　point　is　the　mean　±　S．D．　of　3
determinations．　（口）Without　4－limonene，
（●）1．5％4－limonene．
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またTは絶対温度をそれぞれ表す。4一リモネン濃度0％の処方
においては、アレニウスプロットは良好な直線性を示し、透過
の活性化エネルギーは113．7kJ／molであった。この値は皮膚透
過に必要とされるエネルギーとして妥当であると考えられ、
Golden　23）およびFritsch等26）の報告ともほぼ一致した。これに
対し、4一リモネン濃度1．5％においては、P値のアレニウスプ
ロットが上に凸の曲線となり、活性化エネルギーを算出するこ
とができなかった。これは、4一リモネンで前処理した皮膚では、
薬物透過ルートが温度の上昇とともに、何らかの構造変化を起
こしたことを意味している。Fickの拡散理論より透過係数（P）
は、ドナー側と皮膚表面の薬物の分配係数（K）、皮膚内拡散
係数（D）および有効拡散距離（h）により以下のように定義
される。
P＝K×D－一＿＿一＿．＿＿一．．．一一一＿（3）
　　h
　ここでhは不変であると考えられるので、皮膚透過の活性化
エネルギーは、薬物の分配のエンタルピー変化と皮膚内拡散の
活性化エネルギーの和として与えられる。ケトプロフェンの油
水分配係数に対して、4一リモネンはほとんど影響しないことが
すでに報告されていることを考慮すると13）、4一リモネンの活性
は主に皮膚内拡散係数の増大に起因すると推察される。このこ
とは、4一リモネンの前処理でアレニウスプロットが上に凸の曲
線となり、特に高温側での傾きが低下していることからも明ら
かである。
　以上の考察に基づいて、次節では皮膚表面の微小構造の変化
を形態学的に追跡した。
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第5節　皮膚表面の構造変化
　」ηvjτro透過実験に伴う4一リモネンで前処理後の皮膚表面の
走査電子顕微鏡（SEM）像をFig．9に示した。なお、倍率はす
べて500倍で観察した。コントロールでは角質細胞が密に詰ま
った状態で、温度上昇による皮膚表面の変化はほとんど認めら
れなかった。しかし、4一リモネンで前処理した場合、温度の上
昇とともに表面状態が徐々に変化し、細胞間隙の緩みが観察さ
れた。また、この傾向は特に40℃以上で大きくなり、4一リモネ
ンと温熱の併用によって経皮吸収が著しく促進されることに
関連しているものと推測される。
第6節　角質層からの脂質遊離
皮膚表面の構造の変化が観察されたことから、4一リモネンと温
熱の適用によって皮膚成分のドナー側への遊離が予想される。
そこで、角質細胞間隙の脂質成分として、コレステロールとセ
ラミドを、また角質層下の生きた表皮細胞の膜成分としてリン
脂質を選択し、ドナー側に遊離するこれらの脂質の測定を行な
った。Fig．　loに結果を示す。コレステロールについては、温
度上昇により遊離量は徐々に増大しているが、4一リモネンの有
無による有意差は認められなかった。またセラミドについては
この温度範囲ではほぼ一定の遊離量を示し、コレステロールと
同様に4一リモネン添加による違いはなかった。これに対し、リ
ン脂質の遊離においては、4一リモネン無添加の系では遊離量が
一定であるにもかかわらず、4一リモネン添加系では温度の上昇
に伴い遊離量が増大しており、特に40℃以上での遊離が大き
く認められた。この現象はSEMによる皮膚表面構造の変化に
よく対応しており、4一リモネンと温熱の併用は皮膚の構造変化
を促して、薬物透過に対する皮膚の障壁能を低下させるものと
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Fig．9　　Scanning　electron　micrographs　of　hairless　rat　skin　treated　with　l．5％4－limonene　in’30％
ethanol　fbr　2　h　at　various　temperature．　Magnification，×500．
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Fig．10　　Amount　of（a）cholesterol，（b）ceramides　and（c）
phospholipids　leached　after　pretreatment　for　2　hour　at
various　temperatures．　Each　point　is　the　mean±S．D．　of
3determinations．　（口）Without　4－1imonene，（■）1．5％
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考えられる。しかしながら、適用部位の全脂質量に対する遊離
脂質の割合は、いずれも10％以下であり、皮膚の構造を著し
く破壊して刺激や炎症を惹起するほどではない。仇v加o透過
実験後の皮膚表面状態の観察においても、35℃以下では紅斑や
浮腫などの刺激反応はほとんど認められなかった。
第7節　本章のまとめ
　4一リモネンの経皮吸収促進活性は、34～40℃の温熱を併用す
ることにより、増強させることができると推測された。また、
透過係数のアレニウスプロットや走査電顕像から、4一リモネン
と温熱の併用は皮膚の構造変化を惹起し、これに伴い角質層下
のリン脂質の遊離が観察された。しかし、脂質の遊離量はごく
わずかであり、4一リモネンと温熱の併用による皮膚への刺激作
用はほとんど認められなかった。以上の結果より、薬物の経皮
吸収における4一リモネンと温熱の併用は、優れた経皮吸収促進
作用を実現する上で、極めて有用であることが示唆された。
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第2章　　薬物の皮膚透過経路に及ぼす」一
　　　　　　リモネンと温熱の併用効果
第1節　序論
　前章では、ケトプロフェンの経皮吸収における現象を中心に
観察を行ってきた4D。4一リモネンの活性はエタノール共存下で
顕著に現れ、その促進効果は熱力学的活動度に依存していると
言われている18・47）。したがって基剤中で4一リモネンが飽和溶
解度以上であれば、その活性は一定であると考えられるが、実
際には基剤中の溶解度が極端に低い時や、逆に高い時は透過が
抑制される可能性がある。また、仇v初oと仇vjτro間ではそ
の作用に若干の相違があり、この相違に対する解明も研究段階
にある。さらに4一リモネンは一般的に疎水性薬物の透過促進に
用いられるが、水溶性薬物に対する研究はほとんど行なわれて
いない。そこで本章では、前章で確認された4一リモネンと温熱
の併用効果を踏まえ、この組み合わせが皮膚透過経路に及ぼす
影響を詳細に調べた。一般に経皮吸収における透過経路は親水
性物質が透過するpolar　pathwayと疎水性物質が透過するnon－
polar　pathwayの二つに大別される5・11・12・48）。本実験にはpolar
pathwayを透過する薬物としてグルコースおよびイソニアジド
を、またnon－polar　pathwayを透過する薬物としてプレドニゾロ
ンを選択し、加vjτro透過実験を行ない、その透過挙動を比較
検討した49）。
第2節　実験の部
2－1　試薬
プレドニゾロンおよびイソニアジドはシグマ社から、グルコ
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一スは第一化学薬品株式会社からそれぞれ特級品を購入して
使用した。グルコースB一テストワコー⑧は和光純薬株式会社
より購入して用いた。その他の試薬は第1章2－1と同様の
試薬を用いた。
2－2　仇パτγo透過実験
第1章2－3と同様に操作して透過実験を実施した。
2－3　透過した薬物量の測定
2－3－1プレドニゾロンの定量
　レシーバーセルより採取した溶液20叫に、内標準物質とし
てoxyben　M（methyl　p－hydroxybenzoate）のメタノール溶液（1
μglml）200μ1を加えて十分に撹持した。その後、上澄み液を
非水系液体クロマトグラフィー用フィルターユニット（ゲルマ
ンサイエンスジャパン株式会社製エキクロディスク
3CR⑧）でろ過し、ろ液中のプレドニゾロン濃度を高速液体ク
ロマトグラフィー（HPLC）により定量した。定量条件は以下
の通りである。
　液体クロマトグラフィー：LC－3A（島津製作所）
　検出器　　　　　　　　：SPD．6A（島津製作所）
　クロマトパック　　　　：C－R3A（島津製作所）
　カラム　　　　　　　　　　：YMC　PACKED　COLUMN　A－302　S－
　　　　　　　　　　　　　5120A　ODS
　カラム温度　　　　　　　：室温
　移動相　　　　　　　　：水：メタノール（56：44）
　流速　　　　　　　　：1．Omllmin
　測定波長　　　　　　　：254nm
　検出感度　　　　　　　：0．02～0．08A．U．F．S．
　試料注入量　　　　　　　：20μ1
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2－3－2　グルコースの定量
　レシーバーセルより採取した溶液20μ1中のグルコースは、
グルコースB一テストワコー⑧を用いて定量を行なった。試料
に発色試薬を作用させると、試料中のグルコースは発色試薬中
に含まれるグルコースオキシダーゼ（GOD）の作用を受けて酸
化され、同時に過酸化水素を生じる。生成した過酸化水素は、
共存するペルオキシダーゼ（POD）の作用により発色試薬中の
フェノールと4一アミノアンチピリンとを定量的に酸化縮合
させ、赤色の色素を生成させる。この赤色の吸光度を測定する
ことにより試料中のグルコース濃度を求めた。
2－3－3　イソニアジドの定量
　レシーバーセルより採取した溶液20叫に、内標準物質とし
てphthalic　acid　di－n－butyl　esterのメタノール溶液（0．5μ1／ml）200
μ1を加えて十分に撹拝した。その後、上澄み液を非水系液体ク
ロマトグラフィー用フィルターユニット（ゲルマンサイエンス
ジャパン株式会社製　エキクロディスク　3CR⑧）でろ過し、
ろ液中のイソニアジド濃度をHPLCにより定量した。定量条件
は以下の通りである。
　液体クロマトグラフィー：LC－3A（島津製作所）
　検出器　　　　　　　　：SPD．6A（島津製作所）
　クロマトパック　　　　：C－R3A（島津製作所）
　カラム　　　　　　　　　　：YMC　PACKED　COLUMN　A－301　S一
　　　　　　　　　　　　5120A　ODS
カラム温度　　　　　　　：60℃付近の一定温度
移動相　　　　　　　　：メタノール600mlにdocusate
　　　　　　　　　　　　sodium　（dioctyl　sulfosuccinate，
　　　　　　　　　　　　sodium　salt）4．4gを溶かし、水400
　　　　　　　　　　　　mlを加えた後、2N硫酸でpH　2．5
　　　　　　　　　　　　に調整
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流速　　　　　　　　　：2．Oml／min
測定波長　　　　　　　　：254nm
検出感度　　　　　　　：0．02～0．08A．U．F．S．
試料注入量　　　　　　　：20μ1
2－4　薬物溶解度の測定
　」ηvjτro透過実験に用いたドナー液と同条件に調製したプレ
ドニゾロン、グルコースおよびイソニアジド懸濁液を、恒温槽
中で24時間マグネチックスターラーで撹枠後、静置し、上澄
みをろ過した。ろ液を希釈した後、プレドニゾロンおよびイソ
ニアジドはHPLCで、グルコースは吸光度測定法でそれぞれ測
定した。仇vjぴo透過実験におけるドナー液中の溶解度は20、
30および40℃で測定した溶解度と温度の検量線から推定した。
2－5　分配係数の測定
　4一リモネンを無添加もしくは分散（1．5％）させた30％エタ
ノールーリン酸緩衝液にプレドニゾロンを100μg／mlの濃度で
溶解させた。同容量のミリスチン酸イソプロピル（IPM）を加
えた後、恒温槽中で24時間撹枠しながら放置し、IPM中のプ
レドニゾロンの移行量を」ηv輌τro透過実験と同温度で測定し、
HPLCで定量した。
第3節　4一リモネンと温熱の併用効果
　プレドニゾロン、グルコース、およびイソニアジドの皮膚透
過において、4一リモネン無添加の前処理溶液では、いずれも
HPLCの検出限界以下であり、ほとんど透過は認められなかっ
た。したがって4一リモネン無添加における各薬物の皮膚透過に
対する温度の影響を明確にすることはできなかった。Fig．llに
4一リモネンを分散（L5％）させた前処理溶液でのプレドニゾ
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Fig．11　　　Combined　effect　of　4－limonene　and
temperature　on　the　flux　of　prednisolone　through　rat
skin．　　Each　point　is　the　mean±　S．D．　of　3
determinations．　　（O）40°C，（▲）35°C，（口）30°C，
（●）25°C，（△）20°C．
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ロンの累積透過量と温度の関係を示した。温度の上昇と
ともに透過量が著しく増大し、ラグタイムの減少も認め
られた。Fig．12aおよび12bに4一リモネン分散の前処理溶
液におけるグルコースおよびイソニアジドの温度に対す
る累積透過量を示した。プレドニゾロンと同様に温度の
上昇により透過量は顕著に増大しており、ラグタイムの
減少も認められた。これら累積透過量より求めた定常状
態の透過のフラックス（J）、および薬物溶解度と」より
算出される透過係数（P）の値をTable　2にまとめた。ま
た比較の目的で、前章で得られたケトプロフェンの結果
も併せて示した4D。いずれの薬物におけるJおよびP値
も、温度の上昇により増大しており、累積透過量のグラ
フとよく一致した。各薬物のJ値はイソニアジドが最も高
く、これはドナー側での溶解度が高いこと、および分子
量が一番小さいことに依存すると考えられた。しかし、
溶解度の温度変化を基準化したP値では、ケトプロフェ
ンが一番大きく、皮膚透過性に優れていることが確認さ
れた。また疎水性薬物（プレドニゾロンとケトプロフェ
ン）では、高温側（30～40°C）でP値の増加傾向が減弱す
るのに対し、親水性薬物（グルコースとイソニアジド）
では温度の上昇とともにP値が大きく増加する傾向が認
められた。これは皮膚透過において、疎水性薬物と親水
性薬物に及ぼす4一リモネンと温熱の作用が異なることに
よると考察される。Fig．13にプレドニゾロンのP値のア
レニウスプロットを示した。　P値のアレニウスプロット
は前章に示したケトプロフェンと同様に上に凸の曲線と
なり、高温側での傾きが低下する結果となった。このよ
うな傾きの低下は、高温側での活性化エネルギーの減少
を意味し、プレドニゾロンやケトプロフェンのような疎
水性薬物の透過するnon－polar　patywayでは、温度の上昇
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Fig．　12　　　Combined　effect　of　4－limonene　and
temperature　on　the　flux　of（a）D－glucose　and（b）isoniazid
through　rat　skin．　Each　point　is　the　mean±S．D．　of　3
determinations．（O）40°C，（▲）35°C，（口）30°C，（●）25°C，
（△）20°C．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　Table　2
Steady　state　nux（J）and　pe㎝eability　coe伍cient（P）of　prednisolone，
ketoprofbn，1）－glucose　and　isoniazid
Drugs　　Temperature（°C）　　　J（μg！h・㎝2）　　　P（cnyh×103）
　　　　　　　　　　20　　　　　　　　3．05±　　0．97　　　　　　　　1．00±0．32
　　　　　　　　　　25　　　　　　10．42±　　1．28　　　　　　　2．48±0．31
Prednisolone　　　30　　　　　　21．72±　　2．66　　　　　　　3．88±0．47
　　　　　　　　　　35　　　　　　30．39±　　4．79　　　　　　　4．25±0．67
　　　　　　　　　　40　　　　　　40．83±　10．77　　　　　　　4．54±1．20
　　　　　　　　　　20　　　　　　49．70±　　7．38　　　　　　　8．02±1．19
　　　　　　　　　　25　　　　　　93．53±　15．44　　　　　　　13．08±2．16
Ketoprofen　a　　30　　　　142．24±　19．69　　　　　16．83±2．33
　　　　　　　　　　35　　　　227．20±41．47　　　　　21．64±3195
　　　　　　　　　　40　　　　　　297．81　±　61．46　　　　　　　22．65±4．67
　　　　　　　　　　20　　　　　　44．59±　25．23　　　　　　　　0．13±0．08
　　　　　　　　　　25　　　　　　74．49±　13．43　　　　　　　0．19±0．03
D－Glucose　　　30　　　　144．33±27．34　　　　　0．31±0．06
　　　　　　　　　　35　　　　　388．32±　65．66　　　　　　　0．71　±0．01
　　　　　　　　　　40　　　　　　712．08　±160．43　　　　　　　　1．13　±0．25
　　　　　　　　　　20　　　　　　366．91　±14957　　　　　　　　2．66±1．08
　　　　　　　　　　25　　　　　637．31　±201．42　　　　　　　3．79±1．20
1soniazid　　　　　　30　　　　　1636．21　±　84．20　　　　　　　　8．14±0．42
　　　　　　　　　　35　　　　　2364．26±210．21　　　　　　　10．06±0．90
　　　　　　　　　　40　　　　　3619．13±286．90　　　　　　　13．36±1．06
aCited　from　chapter　1．
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Fig．13　　　Arrhenius　plot　of　steady
state　permeability　coefficients（P）of
prednisolone
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Fig．14　　Van’t　Hoff　plots　of　partiton　coefficients
（K）of　prednisolone　between　isopropyl　myristate　and
30％　ethanol－buffer　solution　（pH　7．0）．　　　（●）
Without　4－1imonene，（△）1．5％4－limonene．
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に伴って構造変化を起こしている可能性が示唆された。Fig．14
に、プレドニゾロンのミリスチン酸イソプロピル（IPM）への
分配係数における温度の影響をファントホッププロットとし
て示した。なお、IPMは皮膚角質層のモデルとして用いた。4一
リモネンの有無、もしくは温度の上昇による分配係数の変化は
ほとんど認められず、この温度範囲においてはプレドニゾロン
の分配係数に及ぼす温度および4一リモネンの影響は無視でき
るものと考えられる。このことはプレドニゾロンのP値の上昇
が、拡散係数の増大に依存していることを意味しており、温度
の上昇に伴う角質層のnon－polar　patywayの構造変化が推察さ
れた。
Fig．15aおよび15bにグルコースおよびイソニアジドのP値の
アレニウスプロットを示した。いずれの薬物も皮膚透過におけ
るアレニウスプロットは良好な直線となることが確認された。
透過の活性化エネルギーはグルコースが87．6kJ／mol、イソニア
ジドが66．5kJ／molと皮膚透過において妥当な値であり、文献
値と相違ない値が得られた23・26）。ここでグルコースおよびイソ
ニアジドはいずれも親水性薬物であることから、皮膚のpolar
pathwayを透過するため、分配係数の寄与を考慮する必要はな
い。したがって親水性薬物に対する4一リモネンの吸収促進活性
は主に皮膚内拡散係数の増大によると考えられる。また、アレ
ニウスプロットが直線性を示したことから、4一リモネンおよび
温熱の併用において、適用温度の相違によるpolar　pathwayの
構造変化はないと考察される。
　以上の結果より、Fig．16に角質層内で起こっていると考え
られる構造変化を模式的に示した。前処理溶液に4一リモネンを
含有しない場合、polarおよびnon－polar　pathwayは、温度上昇
による構造変化を受けないと考えられる。したがって、プレド
ニゾロン、グルコースおよびイソニアジドの皮膚透過がほとん
ど起こらなかったと考察できる。これに対し、前処理溶液に4一
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Fig．15　　Arrhenius　plots　of　steady　state
permeability　coefficients（P）of（a）D－
glucose　and（b）isoniazid．　　Each　point　is
the　mean±S．D．　of　3　determinations．
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Fig．16　　Proposed　mechanism　of　combined　effect　of　4－
limonene　and　temperature　on　polar　and　non－polar　pathways
in　the　skin．　　The　structure　of　polar　pathway　could　be
changed　with　a　pretreatment　with　∂－limonene
independently　on　applied　heat，　however，　the　non－polar
pathway　could　be　synergistically　affected　by　the
combination　of　4－limonene　pretreatment　with　al）plied　heat．
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リモネンを分散させた場合、polar　pathwayでは透過に寄与する
有効面積の増大や拡散距離の減少といった変化が惹起される
が、この現象が温度の上昇とともに増強されるようなことはな
い。一方non－polar　pathwayでは、4一リモネンの前処理により構
造変化が起こり、また温度の上昇とともにこの変化が増幅され
るものと考えられる。しかしこのような変化は、薬物の皮膚透
過速度に対して必ずしも有効ではなく、特に高温においては皮
膚の構造変化が律速となり、温度の影響が小さくなるものと考
えられる。
第4節　本章のまとめ
　本章の結果より、polar　pathwayの構造変化に対する4一リモネ
ンの作用は適用温度に依存しないのに対し、non－polar　pathway
の構造変化に対しては温度依存的に作用することが認められ
た。また、non－polar　pathwayに対する4一リモネンと温熱の併用
は、薬物の皮膚への分配には影響せず、構造変化を惹起するこ
とによって薬物の透過に対する皮膚への抵抗を減少させ、皮膚
内拡散性を増大させるものと推測された。
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第3章　薬物の皮膚透過経路に及ぼすオレ
　　　　　イン酸と温熱の併用効果
第1節　序論
　経皮吸収における促進剤の研究には関心が高く、特にオレイ
ン酸は角質層脂質と類似の性質を有することから、その促進作
用について数多くの研究が行なわれている36’4°）。角質層の示差
熱分析の結果、オレイン酸処理により脂質の相転移温度が変化
することから、オレイン酸が角質層内で脂質と何らかの相互作
用を引き起こすことが示唆されている36）。またオレイン酸に
よる皮膚への分配性の改善も報告されている22）。しかしなが
ら、これらはいずれもオレイン酸を高濃度（基剤中に10％以
上）に適用した場合の結果であり、低濃度を適用した時の吸収
促進作用や、温熱の併用によって促進作用が増強される機能に
ついては、全く研究が行なわれていない。
　そこで本章では、吸収促進剤としてオレイン酸を用い、前章
と同様の皮膚透過実験を行なうことにより、4一リモネンの結果
と比較した。なお、疎水性薬物にはプレドニゾロン、親水性薬
物にはグルコースを用いた50）。
第2節　実験の部
2－1　試薬
　オレイン酸はシグマ社製の特級品を購入して用いた。その他
の試薬はすべて第2章2－1と同様の試薬を用いた。
2－2　仇v加o透過実験
第1章2－3と同様に操作して透過実験を実施した。ただ
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し、オレイン酸の前処理溶液の濃度は3％とした。
2－3　透過した薬物量の測定
第2章2－3と同様に操作して定量を行なった。
2－4　前処理後の皮膚表面の観察
　第1章2－5と同様に操作して、皮膚表面の観察を行なっ
た。
第3節　オレイン酸と温熱の併用効果
　オレイン酸無添加の前処理溶液におけるプレドニゾロンお
よびグルコースの透過はHPLCの検出限界以下であり、ほとん
ど透過が起こらなかった。したがって、オレイン酸無添加にお
いては両薬物の皮膚透過に対する温度の影響を明確にするこ
とはできなかった。Fig．17にオレイン酸を分散（3％）させた
溶液で前処理した皮膚での、プレドニゾロンおよびグルコース
の累積透過量を示した。両薬物とも温度の上昇とともに透過量
が顕著に増大し、ラグタイムの減少も認められた。特にグルコ
ー スの場合は、25°Cから30°C付近を境に、急激な透過の増大
が観察され、これに伴うフラックスの増大も認められた。次に
定常状態のフラックスおよび薬物溶解度を求め、透過係数（P）
値を算出した（Fig．18）。オレイン酸添加に伴う薬物溶解度の
減少もしくは増加は認められなかったため、溶解度は前節で求
めた値を用いた。両薬物のP値は、温度の上昇とともに増加し
ており、オレイン酸と温熱の併用により、疎水性薬物だけでな
く、親水性薬物の皮膚透過も促進されることが確認された。Fig．
19に、プレドニゾロンおよびグルコースのP値のアレニウス
プロットを示す。オレイン酸前処理では、どちらの薬物におい
ても良好な直線性が認められた。透過の活性化エネルギーはプ
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Fig．　17　　　Combined　effect　of　oleic　acid　and
temperature　on　the　flux　of（a）prednisolone　and（b）
D－gluρose　through　rat　skin．　Each　point　is　the　mean±
S．D．　of　3　determinations．（O）40°C，（▲）35°C，（口）30°C，
（●）25°C，（△）20°C．
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Fig．18　　Steady　state　permeability　coefficients
（P）of　penetrants．　Each　point　isthe　mean±S．D．
of　3　determinations．　（a）Prednisolone，（b）D－
glucose．
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Fig．19　　Arrhenius　plots　of　steady　state
permeability　coefficients（P）of　penetrants．
（a）Prednisolone，（b）D－glucose．
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レドニゾロンが43．7kJ／mol、グルコースが114．4kJ／mo1であり、
他の文献と相違ない値が得られた23・26）。これは前節までの4一
リモネンの結果とは明らかに異なっており4L49）、プレドニゾロ
ンのような疎水性薬物においてもアレニウスプロットは良好
な直線性を示した。したがって、オレイン酸と温熱の併用は
non－polar　pathwayに対し、4一リモネンで認められたような特異
な作用は示さないものと考えられる。一方、グルコースのよう
な親水性薬物に対するオレイン酸の作用は、有効面積の増大や
拡散距離の減少が考えられ、4一リモネンと同様に温度上昇によ
る拡散性の増大が透過性改善の主な機構であると考察された。
次に、オレイン酸処理による皮膚表面の微小構造の変化を形態
学的に追跡した。Fig、20にオレイン酸で前処理した後の皮膚
表面のSEM像を示す。未処理皮膚とは著しく異なる表面状態
が認められた。表面に見られる微細な穎粒状の物質が、皮膚表
面に残存するオレイン酸そのものか、あるいはオレイン酸が皮
膚の成分に影響して形成されたものであるかは明らかでない
が、未処理皮膚とは明らかに異なる傾向を示した。しかし、こ
の形態は温度上昇により変化することはなく、この温度範囲で
は同様の形態を維持し、透過係数のアレニウスプロットが示す
結果と一致した。以上より、non－polar　pathwayに対するオレイ
ン酸の影響は、4一リモネンとは大きく異なることが確認された。
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Fig．20　Scanning　electron　micrographs　of　hairless　rat　skin　treated　with　3．0％oleic　acid　in　30％
ethanol　for　2　h　at　various　temperature．　Magnification，　x　500．
第5節　本章のまとめ
　オレイン酸と温熱の併用による薬物の経皮吸収促進作用で
は、疎水性薬物もしくは親水性薬物のいずれにおいても、透過
係数のアレニウスプロットが良好な直線性を示す結果となっ
た。これは前章までの4一リモネンの結果とは大きく異なってお
り41・49）、オレイン酸処理による皮膚の構造変化は、適用温度に
依存せず、いずれの温度条件でオレイン酸を作用させても、同
程度の構造変化が惹起されるものと推測された。
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第4章　吸収促進剤の皮膚刺激性に及ぼす
　　　　　　温度の影響
第1節　序論
　前章までの実験では、4一リモネンもしくはオレイン酸と温熱
の併用による吸収促進効果を詳細に検討してきた41・49・50）。その
結果、疎水性薬物に対する4一リモネンの適用は、高温になるほ
ど感受性は低下するものの、著しい皮膚バリヤー機能の低下作
用が認められた。一方、疎水性薬物に対するオレイン酸の促進
作用は、4一リモネンとは明らかに異なっていた。水溶性薬物の
皮膚透過に対しては、4一リモネンおよびオレイン酸のいずれに
おいても、同様の促進作用を示した。
　吸収促進剤の活性の評価とともに、その皮膚刺激性について
も検討を行なうことが大切である。すなわち、臨床応用可能な
製剤の開発を考える場合、皮膚刺激を最小限に抑えることが重
要な課題となってくる。皮膚刺激性の判定には、発赤、浮腫、
水和などを肉眼で検査するドレイズ法が繁用されている51’53）。
しかし、実際の製剤を考慮した場合ドレイズ法では不十分であ
り、皮膚を組織病理学的に検査することが、より望ましいと考
えられる54・55）。
　本章では、温熱併用時の促進剤（4一リモネンおよびオレイン
酸）の皮膚刺激性を、組織学的に分類することにより評価した。
また同時に促進剤の活性とその刺激性の相関についても考察
した56）。
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第2節　実験の部
2－1　試薬
　前章までと同様の試薬を用いた。
2－2　ゲル軟膏の作製
　第1章2－2に記載した方法を用いてゲル軟膏を作製した。
ゲル軟膏中の促進剤濃度は吸収促進活性を同程度にするため、
4一リモネン濃度を0．5～L5％、オレイン酸濃度をLO～3．0％と
した。なお、すべての軟膏にエタノール30％を含有させた。
2－3　皮膚刺激性の評価
　第1章2－2に記載したiηvjvo吸収実験の方法に基づき、
ゲル軟膏をラット腹部に適用した。適用6時間後の皮膚を摘出
し、10％ホルマリン溶液で24時間以上保存した後、濃度の異
なるエタノール溶液で逐次脱水した。次にパラフィンに包埋し
た後、ミクロトームを用いて厚さ3μmの組織切片を作成した。
ヘマトキシリンおよびエオジンで染色を行なった後、光学顕微
鏡下で観察し、皮膚への刺激性を評価した。実験は5℃間隔で
20～40℃まで行なった。
第3節　皮膚刺激性に及ぼす吸収促進剤と温度の影響
　皮膚は組織学的に表皮、真皮および皮下組織の3層に分ける
ことができ、その最外層部は角質層で覆われている。加えて表
皮、真皮は立毛筋、エクリン腺、汗腺、毛穴などの付属器官を
形成しており、複雑な構造をしている57’59）。本研究では、これ
ら皮膚構造を組織学的に観察することにより、吸収促進剤と温
熱の併用による皮膚刺激性を検査した。
　Fig．21は、促進剤を含まないゲル軟膏を20℃と40℃でラッ
トの腹部除毛皮膚に適用し、6時間経過後の顕微鏡像を示した
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Fig．21　Microphotographs　of　rat　skin　at　6　h．after　application　of　hydrogels　alone　at　40°C．
H＆E×100．
ものである。促進剤を含まない場合、高温の適用においても表
皮、真皮および皮下組織のいずれにも刺激は認められず、未処
理の皮膚組織と全く変わらなかった。これに対し、4一リモネン
を0．5％ゲル軟膏に含有させた場合、35℃までは全く刺激が認
められなかったが、40℃でわずかに表皮が液化し、真皮下で浮
腫が起こった（Fig．22）。4一リモネン1．o％の場合は、30℃ま
ではほとんど刺激性が認められていないが、35℃になると、表
皮の液化、真皮下の浮腫、また40℃になると、真皮および皮
下組織でのコラーゲン繊維の膨潤が観察された。さらに4一リモ
ネン1．5％の場合、25℃まではほとんど刺激がないのに対し、
30℃になるとわずかに表皮の液化、真皮下の浮腫、真皮のコラ
ーゲン繊維の膨潤が認められ、35℃、40℃と温度の上昇ととも
に顕著に刺激が増大した。また40℃では、わずかに皮下組織
の炎症性細胞の浸潤が認められた。
　オレイン酸を用いたゲル軟膏適用後の顕微鏡像をFig．23に
示す。オレイン酸1．0％の場合は30℃から、また2．0％の場合
は25℃から、さらに3．0％の場合は20℃から表皮の液化、真皮
下の浮腫、真皮および皮下組織でのコラーゲン繊維の膨潤など
の刺激が観察された。この刺激の程度は、温度上昇もしくはオ
レイン酸濃度の増加に伴い増悪する傾向が認められた。また特
にオレイン酸3．0％においては、高温域で、4一リモネンでは全
く観察されなかった皮膚付属器官の変性が観察された。
　これら刺激の程度を定量的に見積るため、スコア付けを行な
った。皮膚を組織学的に（A）表皮の液化、　（B）表皮下の浮
腫、　（C）真皮のコラーゲン繊維の膨潤、　（D）皮下織コラー
ゲン繊維の膨潤、　（E）皮下織炎症細胞の膨潤および（F）皮膚
付属器官の変性について観察した。これらの刺激について5段
階（0～4）にスコア付けを行ない、これらを加え合わせること
により総合刺激指数（TIS）を算出した。　Table　3に4一リモネン
を用いたゲル軟膏における皮膚刺激スコアを示す。4一リモネン
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0．5％d・Umonon9（40°C）　　　　　1・0％φUmonen9（40°C）　　　　　1・5％φLimonene（40。C｝
Fig．22　Microphotographs　of　rat　skin　at　6　h　after　application　of　hydrogels　containing　4－1imonene
at　40°C．　H＆E×100．
1・0％Oleic　acid（40°C）　　　　　　　　　2・0％Olelc　acid《40°C）　　　　　　　　　3・0％Oleic　acid（40。C）　　　　　4
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Fig．23　Microphotographs　of　rat　skin　at　6　h　after　application　of　hydrogels　containing　oleic　acid　at
40°C．　H＆E×100．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Table　3
Histopathological　findings　of　rat　skin　6　h　after　application　of　hydrogels　containing　4－limonene
　Enhancer　　Temperature　　　　　　　　　　　　　　Histopathological　findings　l　　　　　　　　　Total　irritation
（4－Limonene）　　　（℃）　　　　　A　　　　　B　　　　　C　　　　D　　　　E　　　　F　　　　score
　　　　　　　　　　　　　20　　　　　　　　　0　0　0　　　　　　0　0　0　　　　　0　0　0　　　　0　0　0　　　　0　0　0　　　　0　0　0　　　　0　　0　　0
　　　　　　　　　　　　　25　　　　　　　　　0　00　　　　　　0　0　0　　　　　0　0　0　　　　0　0　0　　　　0　0　0　　　　0　0　0　　　　0　　0　　0
0．5％　　　　　　　　　30　　　　　　　　　0　0　0　　　　　　0　0　0　　　　　0　0　0　　　　0　0　0　　　　0　0　0　　　　0　0　0　　　　0　　0　　0
　　　　　　　　　　　　　35　　　　　　　　　0　0　0　　　　　　0　0　0　　　　　0　0　0　　　　0　0　0　　　　0　0　0　　　　0　0　0　　　　0　　0　　0
　　　　　　　　　　　　　40　　　　　　　　　2　2　3　　　　　　2　2　3　　　　　2　2　2　　　　2　0　2　　　　0　0　0　　　　0　0　0　　　　8　　6　10
　　　　　　　　　　　　　20　　　　　　　　　0　0　0　　　　　　0　0　0　　　　　0　0　0　　　　0　0　0　　　　0　0　0　　　　0　0　0　　　　0　　0　　0　　　　　　　1
　　　　　　　　　　　　　25　　　　　　　　　0　0　0　　　　　　0　0　0　　　　　0　0　0　　　　0　0　0　　　　0　0　0　　　　0　0　0　　　　0　　0　　0　　　　　　ぱ
1．096　　　　30　　　　112　　12　　111　000　000　000　　335　　　1　　　　　　　　　　　　　35　　　　221　　221　　210　010　000　000　　6　62　　　　　　　　　　　　　40　　　　　　　　　3　3　3　　　　　　2　3　3　　　　　3　3　2　　　　2　2　2　　　　0　0　0　　　　0　0　0　　　10　11　10
　　　　　　　　　　　　　20　　　　　　　　　0　0　0　　　　　　0　0　0　　　　　0　0　0　　　　0　0　0　　　　0　0　0　　　　0　0　0　　　　0　　0　　0
　　　　　　　　　　　　　25　　　　112　　　102　　102　0 0　 000　00　　3　1　61．5％　　　30　　　231　　231　22　020　000　000　6104　　　　　　　　　　　　　35　　　　313　　　302　　312　 201　　000　　000　11　2　8　　　　　　　　　　　　　40　　　　　　　　　2　3　4　　　　　　2　2　3　　　　　2　3　3　　　　2　2　3　　　　0　1　1　　　　0　0　0　　　　8　11　14
lAEpidermal　liquefaction；B，　S　ubepidermal　edema；C，　Dermal　coUagen　fiber　swe皿ng；D，　Hypodermal　collagen　fiber
swel㎞g；E，　Hypoder画棚㎜toly㏄皿血飾血on；F，　S㎞ap畑dages　degeneぬon．（0）No　ch孤ge；（1）v町sUght；
（2）slight；（3）moderate；（4）marked．
が低濃度の場合ほとんど刺激はないが、4一リモネンの濃度増加
および適用温度の上昇により刺激性が増大している。オレイン
酸においても同様の傾向が認められるが（Table　4）、4一リモネ
ンと比べて比較的低濃度から刺激が見られ、全体的にオレイン
酸の方が強い刺激性を現わした。また4一リモネンでは観察され
なかった皮膚付属器官の変性が、オレイン酸では2．0％の35℃
付近から観察された。Fig．24にTlsに及ぼす促進剤と温度の影
響を示す。コントロールでは全く刺激が無いのに対し、いずれ
の促進剤においても濃度増加および温度上昇により刺激性が
増大しており、また特にオレイン酸において強い刺激性が確認
された。次に、TISに対する促進剤と温度の関連性を統計的に
評価する目的で、二元配置の分散分析を行なった。結果をTable
5および6に示す。∂一リモネンと温度、もしくはオレイン酸と
温度の交互作用項は、刺激の発現に対して高度に有意であり、
吸収促進作用と同様に、刺激に対しても相乗的に働くものと考
えられた。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Table　4
Histopathological　findings　of　rat　skin　6　h　after　apPlication　of　hydrogels　containing　oleic　acid
Enhancer　　Temperature　　　　　　　　　　　　　　Histopathological　findingsl　　　　　　　　　Tota1㎞tation
（Oleic　acid）　　　（℃）　　　　　A　　　　　B　　　　C　　　　D　　　　E　　　　F　　　　score
　　　　　　　　　　　　　20　　　　　　　　　0　0　0　　　　　　0　0　0　　　　　0　0　1　　　　0　0　0　　　　0　0　0　　　　0　0　0　　　　0　　0　　1
　　　　　　　　　　　　　25　　　　　　　　　0　0　0　　　　　　0　0　0　　　　　0　0　2　　　　0　0　0　　　　0　0　0　　　　0　0　0　　　　0　　0　　2
1．0％　　　30　　　203　　202　2　102　000　000　709　　　　　　　　　　　　　35　　　　312　　　312　　222　　322　000　 000　11　6　8　　　　　　　　　　　　　40　　　　　　　　　3　3　3　　　　　　3　3　3　　　　　3　3　3　　　　3　3　3　　　　0　0　0　　　　2　3　3　　　14　15　15
　　　　　　　　　　　　　20　　　　　　　　　0　1　1　　　　　　0　1　0　　　　　0　2　1　　　　0　1　0　　　　0　0　0　　　　0　0　0　　　　0　　5　　2　　　　　　　1
　　　　　　　　　　　　　25　　　　321　　　320　　232　2　 000　00　10105　　　況2．0％　　　　30　　　　333　　　323　　323　　202　00 　003　11　714　　　1　　　　　　　　　　　　　35　　　　344　　344　　333　　333　　113　　233　151820　　　　　　　　　　　　　40　　　　　　　　　3　3　3　　　　　　3　3　3　　　　3　3　3　　　　2　3　3　　　　0　1　0　　　　3　3　3　　　14　16　15
　　　　　　　　　　　　　20　　　111　　111　222　322　000　000　766　　　　　　　　　　　　　25　　　　223　　233　　222　 222　 000　002　　8　9123．096　　　　30　　　　333　　　333　　323　　332　000　 300　151111　　　　　　　　　　　　　35　　　　344　　334　　344　344　 000　 344　151920　　　　　　　　　　　　　40　　　　444　　002　　444　 443　 000　 444　161617
1んEpidem1杣que血c60n；B，　Subepidenl皿｛辻ema；C，　De㎜l　coUagen　nber　swelling；D，　Hypodem劔co皿agen丘ber
swe1㎞g；E，　Hypodemロ1㎞n㎜tory㏄価飾血on；F，　S㎞appendages　degeneradon．（0）No　change；（1）very　sUght；
（2）slight；（3）moderate；（4）marked．
の自o
　　　◇　　i≦こヲ
◇　　〈〉　　　　◇　　◇
　　　　　　　　◇　　≦こヲ
』く佑む○O　s・バ
20
15
20
15
ε1・
20
∫5
Fig．24　　Total　irritation　score（TIS）of　rat　skin　at　6　h　after
apPlication　as　a　function　of　penetration　enhancer　concentration
and　temperature．　Each　column　represents　the　mean　of　3　animals．
（a）ぱLimonene，（b）01eic　acid．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　Table　5
ANOVA　for　skin　irritation　calculated　with　hydrogel
COntaining　4－limOnene
Factor　　　　　Dfa　　　　MSb　　　　Foc
4－Limonene　　　　3　　　　89．9　　　31．7＊＊
Temperature　　　　4　　　　96．9　　　34．2＊＊
Interaction　　　　　　　12　　　　　　　15．8　　　　　5．6＊＊
Error　　　　　　　　40　　　　　　2．8　　　一
aDegr㏄s　of　fヒeedom．
bMeξm　square．
cObserved　F　value（MS　of　each血cto㎡MS　of　error）．
＊＊ρ＜0．Ol
　　　　　　　　　　　　　　　　　Table　6
ANOVA　fbr　skin　irritation　calculated　with　hydrogel
containing　oleic　acid
Factor　　　　　Dfa　　　　MS　b　　　　Foc
Oleic　acid　　　　　　　　　3　　　　　　474．9　　　　115．4＊＊
Temperature　　　　4　　　　191．4　　　46．5＊＊
Interaction　　　　　　　　12　　　　　　　30．0　　　　　　7．3＊＊
Error　　　　　　　　40　　　　　　4．1　　　一
aDegrees　of　fXeedom．
bMean　square．
cObserved　F　v劔ue（MS　of　each　factoガMS　of　eπor）．
＊＊ρ＜0．01
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第4節　吸収促進剤の活性と刺激性との相関
　∂一リモネンとオレイン酸とでは適用濃度が異なるため、温熱
の併用により惹起される刺激性と吸収促進活性の関係につい
て考察した。前述したFig．11、12および17の4一リモネン1．5％
とオレイン酸3．0％における疎水性薬物のプレドニゾロンと親
水性薬物のグルコースの仇パτro透過実験の結果を比較する
ため、スケールを同様にとり、Fig．25にまとめた。いずれの
グラフにおいても、温度上昇により透過量は顕著に増大してお
り、その刺激性と非常によく相関している。またプレドニゾロ
ンの場合、4一リモネン1．5％とオレイン酸3．0％では各温度間で
ほとんど透過量に差がないことがわかる。一方グルコースの場
合、4一リモネン15％では40℃で透過量が約2000μg（12時間
値）であるのに対し、オレイン酸3．0％では約6000μg（12時
間値）と3倍の透過量が得られている。先の刺激性の評価より、
皮膚付属器官の変性がオレイン酸にのみ観察され、4一リモネン
には認められなかったことから、ひとつの可能性として、オレ
イン酸は皮膚付属器官に対して強く作用することにより、親水
性薬物の透過を促進することが考えられる。
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Fig．25　　Combined　effect　of　enhancer　and　temperatureon
the　flux　of　lipophilic　and　hydrophilic　penetrants　through
rat　skin．　　（a）　Skin　permeation　of　D－glucose　after
pretreated　with　4－limonene，（b）skin　permeation　of　D－
glucose　after　pretreated　with　oleic　acid，（c）skin　permeation
of　prednisolone　after　pretreated　with　4－limonene，（d）skin
permeation　of　prednisolone　after　pretreated　with　oleic　acid．
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第4節　本章のまとめ
　温度上昇もしくは促進剤濃度増加に伴い、皮膚刺激性は顕著
に増大した。オレイン酸は4一リモネンより刺激が強く、また皮
膚付属器官の変性はオレイン酸の適用によってのみ観察され
た。さらに、皮膚の組織学的な刺激と薬物透過は密接に関連し
ていた。しなしながら、4一リモネンとオレイン酸により惹起さ
れる刺激性とそれら促進剤の活性を比較した場合、皮膚に及ぼ
す刺激が少なく、かつ十分な活性が得られることから、4一リモ
ネンはオレイン酸よりも優れた促進剤であると考察された。
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第5章　ケトプロフェンの経皮吸収にお
　　　　　　ける温熱と吸収促進剤の適用条
　　　　　　件の最適化
第1節　序論
　前章までに、吸収促進剤（4一リモネンおよびオレイン酸）と
温熱の併用による促進効果4L49・5°）、皮膚への刺激性56）について
検討を行なってきた。エタノールの共存下で温熱の併用によっ
て惹起される4一リモネンとオレイン酸の吸収促進剤としての
機能を総合的に比較するためには、それぞれのシステムについ
て吸収促進作用と皮膚への刺激性を同時に考慮した最適な適
用条件を推定する必要があり、このためには従来の実験手法と
は異なる方法論を適用することが望ましい。本研究ではケトプ
ロフェンの経皮吸収における吸収促進剤（4一リモネン、オレイ
ン酸）、エタノールおよび温熱の適用条件を最適化する目的で、
多目的同時最適化法60・6】）の適用を試みた62）。
　複数の製剤特性を同時に最適化するためには、特性値ごとに
得られる予測式を統合し、単一の目的関数を作成する必要があ
る。KhuriとConlon63）は特性値の予測式から得られる個々の理
想値と予測値の重み付きユークリッド距離を用いる方法とし
て、次式を提出した。
S（X）＝［i量｛輌（X）－Fぴ（X））｝2［／三一や
　ここでXは要因を、S（X）は重み係数W，により基準化された
汎距離関数を意味する。FD1（X）は特性値の個々の予測式F1（X）
の実験領域内での最適値、FO、（X）は同時最適値である。製剤特
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性に対して多くの要因が同時に関与する場合、両者の真の関数
関係は通常未知であるため、各特性値の予測式は実験結果から
近似的に求めざるを得ない。しかし、限られた実験範囲内であ
れば、全要因の組み合わせからなる2次多項式を基本式とする
重回帰分析を適用することによって、精度の高い予測式が得ら
れることが多い。　（4）式におけるW，の設定は種々考えること
ができるが、著者は以下の式にしたがってW、を求めた45・64）。
Wi＝RAi2／SDi－一一一一一一一一一一一一一一一一（5）
　ここでRA12は重回帰分析における自由度2重調整寄与率で
あり、SD、は各特性値の実測値の標準偏差である。　RA12値は予
測式F1（X）の信頼性を表し、SD1は各特性値の広がりを表してい
る。
　以上に概要を示した最適化法を利用することにより、吸収促
進作用と皮膚への安全性をともに満足する両システム（4一リモ
ネンを含む系とオレイン酸を含む系）の至適条件を推定し、相
互に比較した。
第2節　実験の部
2－1　試薬
前章までと同様の試薬を用いた。
2－2　ゲル軟膏の調製および経皮吸収実験
工タノール濃度、吸収促進剤および適用温度をそれぞれ要因
X1、　X2およびX3として選択した。これら3要因を球形複合実
験計画（Table　7）にしたがって割り付けることにより、18種
類の適用条件を選択した。各要因のレベルの実際の実験に供し
た単位をTable　8に示す。実験に用いたゲル軟膏は、第1章2
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　　　　　　　　　　　　　Table　7
Experimental　design　fbr　three　factors
Factor　leve1㎞coded　fbrm
Fommlation　　　X　I　　　X2　　　　×3
1　　　　　　－1　　　　－1　　　　　－1
2　　　　　　　1　　　　－1　　　　　－1
3　　　　　　－1　　　　　1　　　　　－1
4　　　　　　1　　　　　1　　　　　－1
5　　　　　　－1　　　　－1　　　　　1
6　　　　　　1　　　　－1　　　　　1
7　　　　　　－1　　　　　1　　　　　　1
8　　　　　　1　　　　　1　　　　　1
9　　　　－Vぎ　　　　0　　　　　0
10　　　　　百　　　　　0　　　　　0
11　　　　　0　　　－V3「　　　　0
12　　　　　0　　　　力「　　　　　0
13　　　　　0　　　　0　　　　．百
14　　　　　0　　　　0　　　　Vぎ
15　　　　　　0　　　　　0　　　　　　0
16　　　　　　0　　　　　0　　　　　　0
17　　　　　　0　　　　　0　　　　　0
18　　　　　　0　　　　　0　　　　　　0
　　　　　　　　　　　　Table　8
Levels　of　factors　in　ketoprofbn　hydrogels
Factor　level　coded　fbm
Factor　　　　　　　　　　　－「σ　　　　　一1　　　　　0　　　　　　1　　　　ψぎ
XI　　Ethanol（％）　　　　20．0　　26．3　　35．0　　43．7　　50．O
X2　　4－Limonene（％）　　　　0　　0．63　　1．50　　2．37　　3．00
　　　　　01eic　acid（％）　　　　　　　　O　　　　l．27　　　　3．00　　　　4．73　　　6．00
×3　Temperatule（℃）　32．0　　34．1　　37．0　　39．9　42．0
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一 2と同様の手技に基づき調製した。
2－3　血液中のケトプロフェン濃度の測定
第1章2－2と同様の定量法を用いた。
2－4　皮膚刺激性の評価
第4章2－4と同様の方法で評価を行なった。
第3節　特性値に影響する要因
　第1章第3節で用いたコンパートメントモデルによって、
経皮吸収動態の解析を行ない、透過速度（Rp）およびラグタイ
ム（’L）を算出し、特性値とした。次に、8時間後のゲル適用
部位の皮膚を摘出し、第4章2－3と同様に皮膚切片を作成し、
刺激性の評価を行なった。これらの刺激について5段階（b～4）
にスコア付けを行い、合計スコアを総合刺激指数（TIS）とし
た。Rp、τLおよびTISの実測値をTable　9に示す。　Rp値は幅広
く変動し、エタノール、吸収促進剤および温度のいずれの要因
もRp値に大きく影響することが示された。特に条件11の吸収
促進剤を含まないゲルの適用では、Rpが0．0350　mg／hと最も低
い値を示したことから3要因中、吸収促進剤の影響が最も大き
いことが予測された。また4一リモネンにおいてRpが最大とな
るのは、条件12（Rp＝1．20）の促進剤濃度最大の条件であるの
に対し、オレイン酸においては温度が最大となる条件14
（Rp＝1．12）であり、2つの吸収促進剤が最適な作用を現わす
条件は明らかに異なっていた。一方、’Lにおいては、4一リモネ
ンおよびオレイン酸のいずれの適用条件においてもほとんど
差が見られず、0．8～0．9時間であった。TISはRpと同様に幅
広い数値の変動が認められた。とくに条件11においては全く
刺激が認められなかった（TIS＝0）のに対し、Rpの増大に伴い
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　　　　　　　　　　　　　　Table　9
Experimental　values　of　response　variables
Condition　　　Rp（mg／h）　ん（h）　　　TIS
　　　　　　　　　　　　　　　　1　　　　　　　　0．112　　　　　0．943　　　　　　2
　　　　　　　　　　　　　　　　2　　　　　　　　0．594　　　　　0．981　　　　20
　　　　　　　　　　　　　　　　3　　　　　　　0．732　　　　0．866　　　　　17
　　　　　　　　　　　　　　　40．6590．98317
　　　　　　　　　　　　　　　　5　　　　　　　　0．164　　　　　0．901　　　　　6
　　　　　　　　　　　　　　　6　　　　　　　1．14　　　　　0．933　　　　15
　　　　　　　　　　　　　　　7　　　　　　　　0．904　　　　　0．523　　　　　16
　　　　　　　　　　　　　　　　8　　　　　　　　0．965　　　　0．942　　　　　14
4－L廿nonene　　　　　　9　　　　　　　0．205　　　　0．253　　　　　8
　　　　　　　　　　　　　　　10　　　　　　　　0．555　　　　　0．950　　　　　13
　　　　　　　　　　　　　　　11　　　　　　　　0．0350　　　　1．97　　　　　　　0
　　　　　　　　　　　　　　　12　　　　　　　　1．20　　　　　　0．864　　　　　12
　　　　　　　　　　　　　　　13　　　　　　　0556　　　　0．906　　　　16
　　　　　　　　　　　　　　　14　　　　　　　0．760　　　　0．880　　　　19
　　　　　　　　　　　　　　　15　　　　　　　　0．770　　　　　0．961　　　　21
　　　　　　　　　　　　　　　16　　　　　　　0．554　　　　0．768　　　　　16
　　　　　　　　　　　　　　　17　　　　　　　　0．449　　　　　0．789　　　　　19
　　　　　　　　　　　　　　　18　　　　　　　0．795　　　　0．814　　　　21
　　　　　　　　　　　　　　　　1　　　　　　　0．176　　　　　1．00　　　　　　2
　　　　　　　　　　　　　　　2　　　　　　　0．284　　　　　1．05　　　　　20
　　　　　　　　　　　　　　　　3　　　　　　　　0．899　　　　　0．778　　　　　19
　　　　　　　　　　　　　　　40．7950．89721
　　　　　　　　　　　　　　　　5　　　　　　　0．487　　　　0．821　　　　　9
　　　　　　　　　　　　　　　　6　　　　　　　0．635　　　　0．916　　　　　19
　　　　　　　　　　　　　　　　7　　　　　　　　0．654　　　　　0．796　　　　　20
　　　　　　　　　　　　　　　　8　　　　　　　0．791　　　　0．784　　　　　19
01eic　acid　　　　　　　　9　　　　　　　　0．475　　　　　0．933　　　　　　3
　　　　　　　　　　　　　　　10　　　　　　　0．827　　　　0．954　　　　　19
　　　　　　　　　　　　　　　11　　　　　　　　0．0350　　　　L97　　　　　　　0
　　　　　　　　　　　　　　　12　　　　　　　1．08　　　　　0．885　　　　19
　　　　　　　　　　　　　　　13　　　　　　　　0．527　　　　　LOO　　　　　　21
　　　　　　　　　　　　　　　14　　　　　　　　1．12　　　　　　0．904　　　　　19
　　　　　　　　　　　　　　　15　　　　　　　0．686　　　　0．431　　　　20
　　　　　　　　　　　　　　　16　　　　　　　　0．496　　　　　0．928　　　　　19
　　　　　　　　　　　　　　　17　　　　　　　　0．805　　　　　0．938　　　　　22
　　　　　　　　　　　　　　　18　　　　　　　　0．779　　　　　0．798　　　　20
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刺激性も大きくなることが確認された。
第4節　重回帰分析による予測式の推定
　Table　9に示した特性値の実測値に対し、次に示す2次多項
式を基本式として、全要因の組み合わせから最適な組み合わせ
を選択する方式の重回帰分析を適用し、予測式を推定した。な
お、要因選択の指標として自由度二重調節寄与率を用いた65）。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　F（X）＝bo＋Σb輌X輌＋ΣΣb夢X輌Xンー一一一一一一一一（6）
　　　　　i＝1　　　　輌＝1」＝1
ここでF（X）は特性値、b。は定数項、　b、およびbりは回帰係数で
あり、X，はコード化された要因のレベル（Table　8）である。（6）
式より得られた回帰式をTable　lOに示す。4一リモネン、オレイ
ン酸いずれの系においても、RpおよびTISの予測における相
関係数（r）は十分に高く、これらの特性値の．予測式は信頼性
に優れるものと考えられた。しかしながら、τLはどちらの吸収
促進剤においても相関係数が低く、’Lを同時最適化の特性値と
して選択するには問題があると考察された。したがって、以後
の検討には最適化の指標としてRpとTISを用い、τLを除外し
た。Fig．26およびFig．27に、4一リモネンおよびオレイン酸の
系において、温度（X3）を逐次変化させたときの特性値Rpお
よびTISの等高線相図を、エタノール（X1）および促進剤（X2）
の関数として示した。4一リモネンにおけるRpは低温側ではエ
タノール濃度（Xl）よりも促進剤濃度（X2）に大きく影響を受
けているが、高温になるとエタノール濃度（X1）の影響を強く
受けることが認められた。これに対しオレイン酸では、いずれ
の温度においてもほぼ同様の相図となり、エタノール（Xl）よ
りも促進剤（X2）の影響が強いことがわかった。　TISの相図に
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Table　10
0ptimal　regression　equation　for　each’response　variable
dete㎜ined　by　multiple　regression　analysis
Rp　　　　　　’L　　　　　TIS
　　　　　　　　　　　　　bo（constant）　　　0．677　　　　　　0，856　　　　　　19．O
　　　　　　　　　　　　　b1（X1）　　　　　0．146　　　　0」29　　　　2．40
　　　　　　　　　　　　　b2（X2）　　　　　0．233　　　　－0．168　　　　　2．86
　　　　　　　　　　　　　b3（X3）　　　　　0．102　　　　　α　　　　　　　α
　　　　　　　　　　　　　bl　l（XIXI）　　－0．0741　　　－0．102　　　　－2．51
　　　　　　　　　　　　　b12（XIX2）　　　－0．183　　　　0　　　　　　－3．63
4－Limonene　　bl3（XlX3）　　　0．0781　　　　α　　　　　　一1．38
　　　　　　　　　　　　　b22（X2×2）　　　α　　　　　　　0．169　　　　・・3．84
　　　　　　　　　　　　　b23（X2×3）　　　α　　　　　　　α　　　　　　　α
　　　　　　　　　　　　　b33（X3×3）　　　α　　　　　　　α　　　　　　　α
～　　　　　　　　　　　0．918　　　　　　0．863　　　　　　0．955
sc　　　　　　　　　　O．166　　　　　　0．186　　　　　　2．24
1㌔d　　　　　　　　　g．76ε　　　　　　9．53ε　　　　　19．2’
　　　　　　　　　　　　　bo（constant）　　　0．689　　　　　　　0．802　　　　　　20・7
　　　　　　　　　　　　　bl（X1）　　　　　0．0641　　　　α　　　　　　4．05
　　　　　　　　　　　　　b2（X2）　　　　　0．241　　　　0．114　　　　4．42
　　　　　　　　　　　　　b3（X3）　　　　　0．103　　　　α　　　　　　　α
　　　　　　　　　　　　　bl　l（XIXI）　　　α　　　　　　　α　　　　　　一2．68
　　　　　　　　　　　　　bl2（XIX2）　　　o　　　　　　　α　　　　　　一3．38
01eic　acid　　　　b13（XIX3）　　　α　　　　　　　α　　　　　　一1．38
　　　　　　　　　　　　　b22（X2×2）　　　－0．0601　　　　0．168　　　　－3．18
　　　　　　　　　　　　　b23（X2×3）　　　－0．114　　　　α　　　　　　　α
　　　　　　　　　　　　　b33（X3×3）　　　α　　　　　　　α　　　　　　　α
rb　　　　　　　　　　O．911　　　　　　0．763　　　　　　0．965
sc　　　　　　　　　O．141　　　　　　0．200　　　　　　2．34
呪）4　　　　　　　　　11．7’　　　　　　105ε　　　　　　25．0ε
濃1認＝f轟。8e。ξ艦㌃dぽ瓢認瓢n・・③蕊麟
value（mean　square　regression／mean　square　residua1）．加く0．01．
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Wo
．百
£o
．百
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Fig．26　Contour　diagrams　of　Rp　as　a　function　of　ethanol（X　l），　penetration　enhancer（X2）and　temperature（X3）
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おいては、4一リモネンの場合、刺激が最大となるエタノール
（Xl）と促進剤（X2）の組み合わせが存在し、この組み合わせ
が適用温度の上昇とともに、エタノール濃度（X1）のより低い
側にシフトする傾向が見られた。一方、オレイン酸における
TISはRpと同様にエタノール（Xl）と促進剤（X2）が高濃度
になるほど増大した。以上のように4一リモネンとオレイン酸で
はRp、　TISのいずれの相図に対しても異なる傾向が認められ、
両化合物の促進作用や刺激性に対して、エタノールおよび温熱
の併用が異なる効果を及ぼすと推察された。また、RpとTIS
の相図より判断すると、4一リモネンの場合、温度の上昇に伴い
Rpの．増大は認められるが、TISはそれほど大きくなっていない。
したがって、温熱の併用によりさほど強い刺激を惹起すること
なく、透過性の増大を期待することができると考えられる。し
かしながら、オレイン酸においては、RpまたはTISのいずれ
においても温度上昇による相図の変化はあまり認められず、温
熱適用による透過性の著しい改善は期待できないと考察され
る。
第5節　適用条件の最適化
　Table　lOに示したRpとTISの回帰式を（4）式によって統合
し、最適解の探索を行なった。Fig．28は汎距離関数s（x）をFig．
26と同様にエタノール（Xl）、促進剤（X2）および温度（X3）
の関数として表し、さらに同時最適解を示したものである。4一
リモネンの同時最適解はRpの最適解の近傍に位置しているが、
TISの最適解からは大きく隔たっている。一方、オレイン酸の
同時最適解は4一リモネンとは逆にTISの最適解の近傍に位置
し、Rpの最適解からは大きく隔たる結果となった。得られた
同時最適解をTable　l　lに、またTable　12に同時最適解における
特性値の予測値と実測値を示した。どちらの促進剤においても、
一 71一
4－Limonene　　　　　X3＝0・264　　　　　　　　01eic　acid　　　　　　X3＝0．934
．厄
．厄
l
Nト1
．厄　　　o　　　厄　　　　　．侮　　　o　　　侮
　　　　　　　　　　　XI　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Xl
Fig．28　Contour　diagrams　of　combined　o句ective　function，　S（X），（P＝2）as　a　function　of
ethanol（X　l），　penetration　enhancer（X2）and　under　the　optimal　value　of　temperature（X　3）．
O，Simultaneous　optimal　point．
　　　　　　　　　　　　　　　Table　11
0ptimal　condition　of　4－limonene　and　oleic　acid
systems　fbr　three　factors
4－Limonene　Oleic　acid
X1（Ethanol）　　　　　　40．9％　　　　23．0％
X2（Enhancer）　　　　　2．86％　　　　　2．19％
X3（Temperature）　　　37．8°C　　　　39．7°C
　　　　　　　　　　　　　Table　12
Response　variables　of　the　optimal　condition
Response　　　　　　　Predicted　Experimentala）
4－Limonene　　Rp　　　O．954　0．999±0．164
　　　　　　　　　　　　　TIS　　　10．4　　　　　16．8±　0．8
01eic　acid　　　　　Rp　　　　O．620　　　0．623±0．168
　　　　　　　　　　　　　TIS　　　6．83　　　　7．20±1．30
a）Represented　as　the　mean　±　S．D．　for　five
determinations．
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Rpの予測値と実測値は高精度に一致した。　TISにおいては4一
リモネンの予測値（10．4）に対し、実測値はやや高い値（16．8）
となったが、オレイン酸においては高精度に一致した。4一リモ
ネンでやや値が異なった理由としては、TISが組織学的検査か
ら得られる値であるため、定量性に欠ける面があるとともに、
主観によるバラツキが生じた可能性が考えられる。以上より、
4一リモネン、エタノールおよび温度の併用系はケトプロフェン
の経皮吸収に対し、優れた促進作用を示すが、それに対応して
皮膚への刺激性も比較的強い適用条件であると考えられた。こ
れに対し、オレイン酸の系では、皮膚刺激性はさほど強くない
ものの吸収促進作用はかなり弱いことがわかった。
次にエタノールと温熱の併用条件下において、4一リモネンとオ
レイン酸の吸収促進作用と皮膚刺激性をより詳細に比較する
ために、以下の検討を行なった。すなわち、多目的同時最適化
法の適用によって得られた各特性値の同時最適値を制約条件
として設定し、各促進剤におけるRpもしくはTISの最適化を
再度実施した（Fig．29）。4一リモネンで得られたRpの最適値
（0．954）を満たすという制約条件下ではオレイン酸のTISの
最適値はかなり高い値（17．0）を示し、4一リモネンと同等の吸
収促進作用をオレイン酸で得ようとすると、重篤な皮膚傷害を
避けることができないと考えられる（Fig．29a）。また、4一リ
モネンでのTISの最適値（10．4）の制約下ではオレイン酸のRp
は0．687であり、Table　l2に示した同時最適解に比べてさほど
大きな改善は認められなかった（Fig．29b）。一方、オレイン
酸で得られたRpの最適値（0．620）を制約として4一リモネンの
TISを求めると、その値は8．82であり、Rpを制限することに
よる刺激性の改善はわずかであった（Fig．29c）。またオレイ
ン酸におけるTISの最適値（6．83）を制約条件とした場合には
4一リモネンのRpはo．521と非常に低い値を示した（Fig．29d）。
したがって、オレイン酸で4一リモネンと同等の促進活性を得よ
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Fig．29　Trade－off　analysis　of　1～p　and　TIS　in　4－limonene　and　oleic　acid　systems．（a）Optimal
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うとすると、皮膚刺激は著しく増大することが予想される。一
方、4一リモネンでオレイン酸と同等の刺激性に抑えると、強力
な促進作用はほとんど得られなくなるものと推察された。
第6節　本章のまとめ
　以上の結果より、温熱の適用にはオレイン酸よりも4一リモネ
ンが適していることが示された。これは吸収促進剤によって、
温度上昇による透過促進の機構が異なることを意味し、温熱の
併用に適した促進剤が存在することが示された。またエタノー
ル、4一リモネンおよび温熱適用の組み合わせによる製剤は高い
経皮吸収性があり、刺激もある程度回避できると考察された。
臨床での応用には人への外挿等の問題が残されてはいるが、温
熱などの物理的手段と吸収促進剤の併用は、刺激性の回避から
も優れていることが示唆された。他の促進剤について同様の検
討を行なえば、製剤設計上、有用な基礎資料になると考えられ
る。
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総　括
　薬物の皮膚透過における吸収促進剤と温熱の併用効果につ
いて、透過実験、刺激性評価および最適化の検討を行ない、以
下に示す知見を得た。
　4一リモネンを促進剤として用いた場合、疎水性薬物が透過す
るnon－polar　pathwayでは、角質層の脂質遊離等による構造的な
変化に起こし、また適用温度を変えると異なった変化を起こす
ことが考えられた。このことはSEMによる皮膚表面構造の変
化からも確認された。すなわち、温度上昇により、抵抗性が減
少する方向へと角質層が変化を起こしていると考えられる。し
かし、このような変化は薬物の皮膚透過速度に対して必ずしも
有効ではなく、特に高温においては皮膚の構造変化が律速とな
り、温度の影響が小さくなるものと推測される。したがって疎
水性薬物の皮膚透過の機構は、角質層の構造変化および温度上
昇に伴う皮膚内拡散の増大が主な透過促進の機構であると考
察された。一方、親水性薬物が透過するpolar　pathwayでは、4一
リモネンと温熱の併用による異なる温度間での構造変化の相
違はなく、温度上昇に起因する拡散性の改善が重要な透過促進
の機構であると考えられた。これに対し、オレイン酸を促進剤
として用いた場合、non－polarもしくはpolar　pathwayを問わず、
温度に対して比例的に透過が増加する結果となり、構造の変化
は認められなかった。したがって、オレイン酸による皮膚透過
は、透過ルートに関わらず、温度上昇による拡散性の増大のみ
が透過促進の機構であると考察された。
　4一リモネンおよびオレイン酸の皮膚刺激性は、温度の上昇も
しくは促進剤濃度の増加とともに増悪した。またオレイン酸適
用では、皮膚付属器官に変性をきたすことが確認された。両促
進剤により惹起される刺激性と促進活性を考慮した場合、温熱
と4一リモネンの併用は刺激が少なくかつ十分な活性を得るこ
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とができると考察された。
　さらにヒドロゲルの処方最適化を試みたところ、エタノール、
4一リモネンおよび温熱適用の組み合わせは高い吸収性があり、
かつ皮膚刺激性もある程度回避できると考えられた。また温熱
併用に適した促進剤が存在することが示されたことから、異な
る吸収促進剤に対して同様の実験を行なうことにより、対象と
なる薬物に最も適した促進技術の開発が可能であると考えら
れる。
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